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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Mittel zur Therapie von menschlichen Erkrankungen, ausgehend von p-Catenin, seine Herstellung und seine 
Verwendung 

p-Catenin ist ein zentrales Molekul des Wnt Signalwe 
ges. Erhohung von p-Catenin in der Zello fuhrt zur Trans 
lokation in den Zellkern und zur Interaktion mit Transkrip- 
tionsfaktoren der LEF 1/TCF Familie. Dies kann zu Kolon 
karzinomen und Melanomen fuhren (onkogener Signal- 
weg). p-Catenin interagiert aber auch mit den Tumorsup- 
pressorgenen APC, Conductin und E-cadherin, die eine 
gegenteilige Wirkung auf die Zelle ausuben (anti-onkoge- 
ne Wirkung). 

DieErfindung betrifftvon LEF 1 -/TCF 4 Transkriptionsfak 
toren abgcteitete Peptide und analoge Molekule in derTu 
mortherapie, insbesondere zur Behandtung von Kolon- 
karzinomen und Melanomen. Diese Peptide und analo- 
gen Molekule beeinflussen die Interaktion zwischen ft Ca 
tenin und LEF 1/TCF. Anwendungsgebioto der Erfindung 
sind die pharmazeutische Industrie und die Medizin. 
WesentlicherTeil der Erfindung sind Peptide, die Teile der 
LEF 1/TCF 4 Transkriptionsfaktoren umfassen, und ihre 
Varianten und Mutanten. Sic bestehen vorzugsweise aus 
10 40 Aminosauren aus deni N -terminalen Bereich von 
LEF 1 bzw. TCF 4. Im weiteren umfafit die Erfindung Pep- 
tide oder analoge Molekule, abgeleitet aus der Armadillo 
Region von p Catenin, die als Interaktionsdomanen zu 
LEF 1/TCF, APC, Conductin und E Cadherin identifiziert 
wurden. Diese Peptide oder analogen Molekule konnen 
ebenso die Interaktion zwischen p-Catenin und LEF l/TCF 
hemmen, oder wie im Falle von APC oder Conductin, die 
Kon/entration von p Catenin in der Zelle orhdhcn. Diese 
letzteren ... 
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Beschreibung 



Die Prlindung bclrilVl Millel /.ur Therapic von tnenschlichen Prkrankurigcn aul der Basis von Subslanzen, die die In- 
teraktion von p-( atcnin mil Trunskriplionstaklorcn und Tumorsuppressor-Genpnxlukten becinflussen. Darunlcr bchn- 
den sich von LHP- 1 -mT4~Transkriptionsfaktoren und von p-Catenin abgclcitelc Peptide und ahnliche Molekule. 

Sic beLrillt ferner ein Vertahren zur Auflirulung solcher Subslanzen sowie die Anwendung des Mitteis, bevorzugt tur 
die Therapic von Tumoren wie Kolonkarzinomen und Melanomen. Anwendungsgebiete der Hrhndung s.nd dern/.ulolge 
die pharmazeutische Industrie untl die Medizin. 

^Catenin ist em /.ytoplasmisches Protein mil verscrnedenen Punktionen in der /clle. Im Komplex tint den Adladha- 
sionsmolckulcn der Cadhenn-Pamilie stellt P-Catemn die Verb.ndung /uin /ytoskelett her (Hulsken J. et al., h-cadhenn 
and APC compete tor the interaetion with bcta-catcnin and the cytoskeleton. j-Cell-Biol. 127: 20ol -9, 1994). /usat/hch 
ist p-Calenin eine Komponente der Wnt-Signaltransduktion, die in der Hmbryonalentwicklung eine groBe Rolle spielt. 
Der Transkriptionsfaktor LHP-1 wurde als Interaktionspartner von p -Catenin in dieser Signalkaskade wdcnUim^ L (Beh- 
rens J et al Functional interaction of beta-catemn with the transcription factor LHP- 1 . Nature, 382: 0^8-4., \JJb). Dcr 
Mcchanismus der Signaltransduktion durch p^Catcnin und I MM- 1 ist geklart: Kr besteht in dem durch LHP- 1 vcrnutteltcn 
Transport von ^Catenin in den /cllkern. [in /ellkern reguhert dieser Komplex die Genexpression durch die im Komplex 
veranderte LHP-1 indu/.ierte DNA-Biegung und durch die carboxy-tenmnale Transaktivierungsdomane von frt .atemn. 
In/wischcn wurdc gezeigt, daB auch andcre Mitglieder dcr UiP-im;Pd<amilie von Transknptionslaktorcn, /. B. ICP-4 
diese Signaltransduktion vermittcln konnen (Korinek, V. el al., Constitutive transcriptional activation by a beta-catemn- 
Tel" complex in APC-/-colon carcinoma. Science, 275: 1784-87, 1997). 

Voraussct/ung fur diese p-C atenin-abhangigc Signaltransduktion ist die Stabilisierung des zy top I as man sc hen 1 ools 
von freiem, nicht Cadherin-gebundenem ^Catenin. Dieser Pool wird durch die Glykogen-Synthetase-Kinase 3p, durch 
das Tumorsuppressor-Genprodukt AK 1 sowie durch Conductin/Axin negativ reguhert. ^ 

Pur Kar/inome und Melanome wurde gezeigt, daB Mutationcn im N Terminus von p-Catenin cxler in der ^Catenin- 
Bindungsdomane von APC diese Regulation aulPieben (Morin, PJ. et al.. Activation ol beta-catemn- lef signaling in co- 
lon cancer by mutations in bcta-catcnin or APC Science, 275: 1 787-90, 1 997). Als Konsequenz wird der p.( .atenm-Pool 
slabihsiert In Melanomen luhrt diese Stabilisierung /.ur LLP' 1 vermiltelten Translation von p-C alemn in den /cll- 
kern wahrend in Kolonkar/.inornen vor ailcm TCI 4 diese Punktion crfullt. Die transknptionellc Aktivitat des Komplc- 
xes in Kar/inorn-Zellinien wurde durch die Aktivierung eines Reportergens belegt. Daruber hinaus konntc gezeigt wer- 
den daB diese Aktivitat in APC-defizienten Kolonkarzinom-Zcllmien nach Wiedereintuhrung von AK! inhibiert wurde. 
APC-Mutationen wurden in der uberwiegenden Mehrheit von Kolonkar/.inornen identiiiziert, wahrend nicht APt-dch- 
/iente Tumore Mutationcn in. p-Catcnin-Gen aufweiscn. Das Resultat dieser Mutationen von APC oder ^Catenin ist die 
Aktivierung der Signaltransduktion durch den p-Catcnin-LiaTrCP-Kon.plcx. lis unlerstreicht die Schlusselrolle von p- 
Catenin in der Tumorentstehung. Da APC-Mutationen als ein iruhes Hreignis in der KnLstehung von KolonLumoren iden- 
tifi/.iert wurden, ist die Aktivierung des p-Calemn-LHP/lXT-Kornplexes wahrschcinlich ein zentraler Schntt in der lu- 
morenLstehung. 

Ps wurde bereits versucht, die Schlusselrolle von p-Catenin in der Tumorentstehung lurdie Hnlwicklung von lurnor- 
thcrapeutika aus/unutzen. Nahczu zeitgleich wurden in den USA zwei Patentanmeldungcn vorgenommen, die inzwi- 
schen als WO-Schriften vcroffentlicht wurden. In WO 98/41 631 (John Hopkins Universitat B. Vogelstem) wird die Be- 
einflussung von Interaktionen von ^Catenin, TCP-4 und dem Turnorsupprcssor-Protcin AK 1 tint dem Ziel der Verb in- 
derung von Krebsentstehung beansprucht. Dabei wurde gezeigt, daB Produkte von mutierten APC-Genen, die in Kolo- 
rcktal-Tumoren nachgewicsen wurden, die p^CateninnXlM-Transkriptionsaktivierung nicht mehr reguhcren konnen. 
Weiterhin weisen Ko lore ktal-Tu more mil intaktcn APC-Genen Aktivierungsmutationen von ^Catenin im N- lenninus 
auf was die Punktion der wichtigen Phosphorylierungsorte beeinlluBt. Daraus wird abgele.tet, daB die Reguherung von 
P-Catcmn fur den Tumorsupprcssorwirkung von APC kritisch ist und daB diese Regulierung durch Mutationen in APC 
oder in p-Catenin umgangen werden kann. Der ITauptanspruch betrifftdas intronfrcie DNA-Molekul, welches fur ICP-4 

^ WO 98/42296 (Onyx Pharmaceuticals Inc. Rubinfeld) bctriflt /usammenset/ungen und Methoden zur Diagnose und 
zur Behandlung von Krankheiten, die durch p-Catenin/rranskriptionsfaktor-Intcraktioncn ausgclost werden. Der ITaupt- 
anspruch betrifftdas isolierte, stabilisicrte p-Catenin und seine Fragmcntc, solche PYagmente sind allerdings nicht ange- 

geben worden. . 

Die hicr beschriebene Hrfindung hat /urn einen das /iel, ncue Mittel /ur Behandlung von Kar/inomen bzw. aberranter 
CJewebs- und Organentwtcklung zur Verfiigung zu stellen. Ihr liegt die spe/.ielle Aufgabe zugrunde, die Interaktion von 
p-Catenin mil \M\'/ TCI- IVansknptionsfaktoren als Voraussel/.ung der Translation und der Aktivitat des Komplexes 
im /cllkern zu beeinOussen. Diese Modulation soil spezilisch sein, d, h. darf mit andcren Interaktionen von p-Catcnin 
(/. B mit AK 1 , Conduclin oder l^cadherin) nicht interfericren. liin /iel dcr Hrftndung besteht auBerdem dann, IddSA- 
Verfahren zur Durchmusterung von Substanzbibliotheken zur Aufiindung vt>n Molekulen (u. a. Peptiden, orgamschen 
Verbindungen) zu entwickeln, die hochspczifisch nur jeweils eine Tnleraktion des p-C'atenin becindussen. 
Die Prfindung wird gemaB den Anspruchen realisierl, die I Jnteranspruche sind Vorzugsvananten 
In der ersten Realisierung der lirlindung wurden die Bindungsdomanen der I JT71XT -Transknptionstaktorcn tur p~ 
Catenin identifiziert ( Abb. 1 ). Sie sind Ausgangspunkt tur die ( Jewinnung der ertindungsgemaBen Peptide und ahnticher 
Molekule Diese Peptide bestehen bevorzugt aus 10 20 Aminosauren langen Sequenzen aus dem N-tentunalen Bereich 
von TJil'-l bzw, TCP-4 {Abb. 2). Besonders bevorzugt sind es die Peptide 

bestehend aus den N-terminalen Aminosauren 11 34 von PPT-1 (Abb. 1) folgender Sequenz ( 'rDPPdX'A'mp:- 

MIPPXDPXJDI^QKl^K v,^i-^t,m ^i,r 

bestehend aus den N-terminalen Aminosauren 14 27 von LHP- 1 folgender Sequenz LLC AfDLMII PKDP. 
bestehend aus den N ternnnalen Aminosauren 7 29 von TCP-4 (Abbi!dung2) lolgender Sequenz (,< ,1)1)1 X.AN- 
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Dlil.ISl'KDHGliQHKK , .Mr^knirt kiviii; 

bcstchcnd aus den N-.cm.inalen Am.nosaurcn 10 23 von TC1--4 Iblgender Scquen/. DIX.ANDl-.I.ISl-XDl. 

Bcvor/.ugt sind Icrncr Peplide, in dencn .lie sauren Aminosiiuren „., Abs.and von 5 Aminosauren angcordnct und ^ 
dureh hydrophobe und basisehe Aminosauren llankicrt sind (Abb. 2). > 

Diese Pept.de konnen gcn.UB der lirl.ndung lur die Tumortherapic eingeset/l werden, woiur /we. pnn/.,p.elle Wcgc 
moglich sind. 

a) Verwcndung der Peptide als solehe 

Pin dircklcr Kinsatz der Peptide lur die Bchandlung von Tumorcn kommt wegen ihrer Instability gcgenuber Pmteascn 
und wegen des Mangels an Mcmhranpcrmeabilita, in, allgemcinen n.cht in ^^V*"^^™ cr,ol 8 l ~ 
Kopplung nut e.ncm /wc.,en Peptid, wofiir das sog. An.cnnapcdia-lVpt.d RQIHIWi QNRRMhWId^em.rragend ge- 
cignct ist Dieses Peptid ist in der Lage, bis /u 1(X) Aminosauren lange angckoppclte Peptide dureh /cllmcmbranen ,n 
A Zytoplasrna und den Zellkem /u transporticren. Die gekoppelten Peptide konnen vortedhalt m der lumortherap.c ,5 
cingeset/t werden. 

b) Verwendung der Peptide /.urn Drugdesign (Peptidmimikry) 

Die erl.ndungsgemaBen Peptide dienen aueh als (irundlage /.urn Design von Substan/.en, die dureh ge/.iclte Modifika- 
tion die Siabilitat und Wirksamkei. in der Zelle crhohen ("Peptidonurneties"). Be.spielswe.s c ^™ ^hren 
reaktiver Gruppcn, Auslauseh von Aminosauren odcr Iiinfuhrung nichlhydrolys.erbarer peptidahnhchcr B.ndungcn cr- 

'° Dureh den Auslauseh des Kohlenstollgeriis.es der Peptide gegen synlhc.ische Kohlcnstoffgcruste mil gleicher Anord- 
nung von lunktioncllcn Gruppcn kann die S.abiHtat der Molekule ebentalls crhoht werden [t^^™™^^ 
ses Llckularc Mimikry der biologischcn Aktivitat der von der mmimalcn Bindungsdomane von Lid - 1/ C u r 0- Ca- 
tenin abgeleileter, inhibilorisehen Peptide (Abb. 3 und 4) ermogl.chLdie Pro«luk..on po.en.erer W.rks.olle lur die 1 urnor- 

^Tn einetn /weiten Schritt /.ur Realisierung der lirtindung wurden die Regionen von p-Calenin ^"^7^" 

spe/ifischen Bindungen /.u UW-inXM, APC (20 und 15 Am.nosauren-Repeats ,entha tende Do «7 c "^.^^"" d 

1 -Cadherin verantwortlieh sind. lis wurde gefunden, daB diese Regionen /.urn lc.1 uberlappcn unci die Arrnad.llo-lX)rna- 

nen 3 8 von B-Catenin betrcfien (Abb. 5 und 6). Der Kempunkt dieses Sehritts besteht dann, daB Mutat.onen von (i-(.a- 

tenin cr/.eugt wurden, welehe spe/ilische Interaktioncn /.u ein/.elnen Partnern verhindcrn lis handeUstch in. ein/.elnen 

un. lolgende Mutational, be/ogen auf die in der Anlage beschriebene leilsequen/. von p-Calen,n (. lab. 1 ): 

His 470, Arg 46 ( >: Keine Interaktion mit IJil f -l/rCT4 

Tip 383: Keine Interaktion mit APC 20aa 

Arg 386: Keine Interaktion mil APC 15aa 

Phe ^53 Are 274 Trp 338: Keine Interaktion mit Conduetin 

Damii ist die Moglichkcit gegeben, Peptide und analoge Molekule /.u generieren, die spe/ifiseh die In.craktionen von 
B-Catenin nut APC B-Catenin ...it Conduetin oder B-Calenin nut H-Cadhcrin hennnen. Diese Molekule e.gnen s.ch 
cVenso /ur Gencr.eu.ng neuer Pharmaka. Da/.u werden potenticlle Kandidaten fur eine cancerostausche Wirksamke.t 
muXcalin und /.. B.\l-I'-1 unter Bedingungen in Kontakt gebraeht (/. B. in einem liLISA), be, denen diese Protone 
einc Bindung eingehen. lis wird dann gemessen, in wcichen, MaBc diese Bindung dureh die /.ugeset/.te Substan/. ge- 

^Dle Wnt-Signaltransdukuon und ihre Komponenten spielen ebentalls eine Rolle bei der lintwicklung und l-.rhaltung 
von Geweben und Organen, /.. B. von bestimmten Regionen des Gehirns, (ier lixtrcrntaten der Niere sow.e der Han 
Diegewehssr*vilischc-Ausschaltungdes^ 

undfnsbesondere der Ilaare von Bedeu.ung ist. Dadureh erstreckt s,eh die hrhndung aueh auf Vtrfahren der I , ordemng 
der Haul- und Ilaarentwieklung dureh erhohte Expression von B-Catenin (oder von stabderem R-C atenin). Das kann man 
beispielsweise dureh Inhibition der Interaktion ,n,t APC oder Conduetin crreiehen 

So konnen erfindungsgemalJ spe/.ifisehe Inhibitoren der P-Ca.en.n /APC oder der (H atemn/C c.nduc ,n- n^ ataon 
genut/t werden. um in /.lien undGeweben erhohte p-Catenin-Kon/entra,,onen /.t . crrccher. l*enso 
das ein analoges Protein /.u Axin ist, den Abbau von ^-Catenin. Inhibitoren der p-( aten.n/AlX -und p-( aten.n/Conduc- 
.in-lmerak.ion kann e.ngeset/.t werden, u,„ in Organentwiekiungsvorgange ei.,/.ugre,len. /..B. konn.e so die Ilaarent- 
wieklung bein, Mensehcn lokal getbrdert werden. 

In. liinzclncn wurden lolgende Unlersuehungen durehgefuhrt. 

1. Charakterisierung des miniinalen Bindungsdom;ine v<m Llil'/TCP I'iir fi-Catenin 

/ur [dcn.i(i/.icmn B der miniinalen Bindungsdomane wurde das "Helc-2-Hybrid-Sys.cn." eingeset/.t (Abb. I). Die n.i- 
nimale Bindungsdomane konn.e auf die N-.em.inalen A,„in<,sauren 11 27 von U*-\ 1 begren/t werden, wckhescten 
Ani.nosi.uren 7 29 ,n TC]--4 entsprieht (Abb. 2). Die Interaktion von N-term.nalcn I.Id-1 I ragu.enten mU (5-(.atcn,n 
wurde anhand der Ak.ivierung eines lacZ-Re P or,ergens best,,,,.,,, (s. Ausluhr U ngsbe,sp,el). 

[„, HI. ISA nut svn.hetischen Pept.den wurde ge/e,gt. daB en.spreehende Peplufc (11 M. 14 27, d e p- a^n/U. 1- 
l -Ko.nplexhildung spe/ifiseh inhibieren. Analoges gil, fiir die TC1-4 Pepl.de 7 2«) und 10 23 ncA.gl.ch der ()-( a.cn.n/ 
'rCI ; -4-Koniplexbildung (Abb. 2). i- iir 

Die lur die Inh.bi.ion essentiellen Anunosauren wurden dureh Synthese n.u.anlcr Pept.de ident.l./.iert (Abb _). l ur 
die l unkt.on der 1'ept.de is. eine symmemsche Anordnung von sauren Aminosauren (Asparag.nsaure uml (.lu.a.mn- 
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■ r, i c An ,i n „ vi ,. r .. n n^nkicrt (lurch hydrophobe Aminosaurcn (I.eucin, Isoleucin) und cine basischc 
saurc, „„ Abs and v, .5 Amm ^^™ 1>hcnylala L txlcr ,. ysl n durch Alanin hc hl die Inhibition (lurch das 

rungstcst in Sauger/ellen beslatigt. 

2) Charak.ens.erung dcr In.crakuonsdomane von (J-Catenin fur I .KF-1, APC. CVnduc.in und F,(<adhcrin 

Die Armadill(vRegion von B-Calcnin wurde von Iluber et al. 1997 kns.allisiert und durch Rorngen-KnstalUStruklur 
, JJ^^ci^ Mnc basischc(in.bc konn.c idcn.ili/icrt wcnlen,die fur die In.erakUon im. den saurcn Annno- 
, analyse char, k cns.crt .in .ha ^ deshalb basischc (Lys, Arg, His) sowiecmgc am- 

•S generic* die durch Mutalion von K'alcnin idcnlifi/.icrt warden, und diesc werden anschhcBcnd au. ,hrc Wirkung aui 
die Bindung dcr versed ^^^^ £^1. t , R)r a er , [¥ , lenlle „ die Krebsen.s.ehung, d,e .n.erakt.onen 

« d£ «£ J APC; Conduct.n «ier Is-Cadhcnn hcmn.cn. Tordem potcntie.I den Wnt-S.gna.wcg und 
Snen ,ur verstarklen Ccwebcentwicklung, ,. B. » Fordcmng des Haarwuchses cngcsct/l werden. 
Die lirlindung soil nachfolgcnd (lurch Ausliihrungsbcispiclc naher crlautcrt werden. 

* i . Identili/.ierung dcr minimalcn Bindungsdornanc von I.HF-1 fur pV-Catenin 

r t;i: l „,ii fU'atrnin wurdc im IIefc-2-lIybrid System durch Beslimmung dcr 

al 1 WW. Fu^r Vergleich dcr In.erakUon dcr Hybnde wurden die (i-Galak.osidase-Aktivitaten unabhangiger hxpen- 

45 d!: Stat dcr Interaktion der LKF-l-f lybride ndl p-Catenin wurdc anhand dcr PM^^^* ™ 
Jic AkUvierungsdou.anc ohne p-Calcn.n herslelllen, konlroll.crt (Abb. 1 ). Die 

- to S Hyt< c tu dc m Inununoblot nut IIefe Z e,M,saten durch Antikorpcr (C.ontech, gcgen d.e Lcx- 
A-S^e t Hybridc Ltrol.iert. FUr die TIcrstellung dcr Lysate wurden gleicbe llcfen.engen nach BcsUn.mung der 

50 oplischcn Dichtc dcr Kulturcn eingesetzt. 

2. Charaktcrisicrung dcr ^Catenin Bindungsdornanc von UiV-\ im Test aufden Kcrntransport 

n h n vum Mi it 'H'i'ricsL' der cDNA von LKl-l wurden PunklinuUitionen in der Bindungsdornanc von I, HI- I liir 0- 

ss cai^^^^ 

nach Angaben des llerstellers. Folgendc Anrinosaurcn wurden (lurch Alanin subs uu.«t. (, u 14 Asp U lu U , 
I vs ^ Asp ->6 und ( ilu 27. Die Mutatan.cn wurden durch Sequen/.crung ubcrprutt und n den Vektor p( ( , 1 A A 1 ( Bel 
^M^l 9%r onicr, Nach Transfekiion von MDCK-'/cllcn „.i. I. KF-1 oder senen Mu.an.cn wurdc die lransU*a- 
; von el Li, f^a.enin in den /cllkern „,i. imu.uncy.o.ogisc hen ^ft^^^gfij^ 
wv> VinrK /cilcn mil oCCi-T 11- 1 transfi/.iert Die Inmiunodctekuon von Lld -1 ertolgte nut Anti UA I ^runi au 
*" *JZ I cX^-n An,,-Kaninchen An.-k.rper. die De.ek.ion von (M'atcnin erfo,g.e n„. .nonok.ona.en 
Antikorpem und C'y.Vkonjugicrten Anti-Maus Antikorpcm (Abb.4A). 

}. Charaktcrisicrung und Quantili/ierung inhib.torischer Peptide in. FUSA 

1% die Ouantifi/icrung der Inhib.,i(,n der LliF-l/p-Calcnin In.erakUon durch syn.he.ischc Peptide wurden be,de Pro- 
Jj^S^mL^ mi, N-.cmnna.cn H.sud.n-Scquen.cn ^Uu,^ ^^^^ 
rcinig. (Behrens c. al. 1996). Die Pepude wurden von der Hrrna B.osvnian nn, den, 1 SSM-8 Auiomaicn ,Shn„a,l,u. . 



4 



DK 199 09 251 A 1 

2). 

4) Ilcrs.cllung und TcMcn von Mutanten von p^atcnin, die die Intcraktion ,u LHV- 1 , A PC, Conduct* odcr K-cadherin 

modulieren 

Mo ,111111, von R-C«nm in den Am,«tm„-l&pca« 3 8 wu,<k mi, ten ■W., » | „ ,, ™" ^"^^J 

j- ii , ,. K , u,, ninrt nip c-DNA fur die Bindungsdomanen dcr I nteraktion spanner wuruc u^.. . 
Aminosaurcn Scrl259 Aspl400 A^ ; -u /\imn K 

stem (Piotokoll: "Matchmaker \ Clonteeh) quantifizicrt ('Lab. 2 und Abb. 6). 

Figuren I^genden 
Abb. 1 

Ideniili/icrung der minimalen Bindungsdomane von LK1M fur p-Catcmn 
keine Bindungsakti vital /.u [KMenin. 



Abb.: 



Charaktcnsicrung dcr minima.cn Bindungsdomanc von TOMdurch Inhibition der Bindung von ^atcnin an I-lil'-l im 



50 



Syn.hcU.hc PcpUdc aus den, N-Un.nnus von <^*»£^ ^ ^SSi™ d^SI 

chlCr^ > nTicTund I.ys2. ha, die blc.chc Wirkung. Durch De.enon wurde e,ne saurc, „nn,n,alc 

Bin .l^dlane von TC-4 fur (M'atenin von 14 Aminosaurcn Lange (AsplO b,s (d„2*> ulenUh.er,. 



Abb. 3 



Inhibiti on dcr Intcrak.ion von Mil- 1 und p-Ca.en.n durch svn,he,,sehe Peptide aus der minima.cn Bindungsdomanc von 

\M\ -1 im HFfSA 
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Abb. 4 

Suhslilulion saurcr Aininosaure-Reste und von Phenylalaniri in der nnnimalen Bindungsdomane von 1 Ml- 1 blockiert die 

'IVanslokation von p-Calenin in den /c II kern 

A Ml)CK-/ellen wurden mil Wikkyfv- und Mutanlen von 1 .1 :i 1 transiiziert und die IVanslokation von endoge- 
nern [Hatenin in den /ellkcrn durch Triiiiiunfluorcs/cnsnachweis uberpnifi. Suhslilulion der sauren Animosaure- 
Reste von Aspl9 Olu20, Asp26 undGlu27 durch Alanin blockierl die 'IVanslokation von [J-Calcnin in den /ellkern; 
die Substitution der aroniatischcn Aniinosaure Phe24 hat den gleichen Hllekt. Die Substitution von (Jlul4 und 
Lys25 verhindert die IVanslokation nicht. Pleile markieren die ITT'-l transfizierten /ellen m der Imnumodelektion 
fur endogenes ji-Catcnin. 

B. Vergleich der miriimalen Bindungs-Domanen von LHT-1 und T(T-4 mil den entsprechenden I ositionen der 
Aniinosauren. 

Abb. 5 

Mutationcn zu Alanin in der Amiadillo-l>omanc von p-Catenin, die /u einer Reduktion von mehr als 70%- der Intcr- 
akhon mit LKIM, APC, Conductin und K-Cadhcrin fiihren. 

Die Totalisation der Mutationcn in Bc/.ug /.urn strukturellen Kontext (Helix 1 3, in Rahrnen) ist daigcstcllt. Die /an- 
len iiber den Aniinosauren in der Sequenz kenn/eichnen die analysierten Mutauten. Parblich ntarkiert sind die Mutantcn 
mil mehr als 70%-Reduktion in der Intcraktion fur LKl'-l (rot), APC (blau), Conductin (griin) und h-Cadhcnn (gelb). 
Grau untcrlegte Aniinosauren stellen in alien Repeats konservierte identische und chcmisch ahnliche Aimnosauren dar. 

Abb. 6 

Mutationcn in der Armadillo-Domane von p-Catenin, die spezifisch nur die Bindung von TJ<F-1, APC, Conductin oder 

H-Cadherin verhindern 

Darstcllung der Ammdillo-Domane Repeats 3 8 mit Mutationcn, die eine Reduktion der jeweiligen Intcraktion auf 
weniger als 30% (rot) oder auf 30 60% (gelb) aufweisen. Mit Pfeilcn gekennzeichnet sind die Mutanlen, die tur die je- 
weilige Intcraktion spezifisch sind: ™^ ATY wk a • 

Arg469 und IIis470 fur die Bindung von LK1M, Trp383 fur APC (20 Aminosaure-Repeats), Arg386 tur ATX, (15 Arm- 
nosaure-Repeats), Phe253,Arg274 und Trp33K fur Conductin. Die Interaktionen wurden im ITete 2-ITybnd System an- 
hand der p3-Galaktosidase Reporterakti vital bestimml. 

Tab. 1 

Aminosaurescquenz der Armadillo- Repeats 3 8 von humancn p-Catenin 

Tab. 2 

Zusammenstellung aller ^Catenin-Mutanten mit weniger als 60% Bindungsaktivitat zu den angegebenen Bindungs- 
domane n von LHT-1, APC, Conductin und li-Cadhcrin. 
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Tabclle 2 






Inlcraktion von (H'alcnin-Mulanlen mil Mil 


-I, A1V (20 un.t 15 Aminosaure-Kepeals), Conduclin urul K-Cadherin 








Interaktion mit 






(3-Catenin 
Mutanien 


arm. 

Finh 


LEF-1 


APC-20 APC-15 Conductin 


E-Cadherir 


Phe 253 


3 


— 


40 


17 




His 260 


3 


53 


37 


1 




Arg 274 


4 


- 


40 


29 


OU 


Lys 292 


4 


- 


28 


5 




Trp 338 


5 


- 


55 


20 




Arg 342 


5 


- 


29 


20 


4 1 


Lys 345 


5 


38 


0 


22 


27 


Lys 354 


6 


38 


54 


43 


40 


Trp 383 


6 




0 59 






Arg 386 


6 


35 


12 


45 


- 


Lys 394 


7 


- 




42 




Lys 435 


8 




30 


42 




Arg 457 
Arg 469 


8 
8 


17 




36 


50 


His 470 


8 


2 


47 60 







50 



DicWcrie gcbcn den P ro,entualen Antei. cter.jcwci.igcn Inleraklion mil Wildlyjv^Ca.ernn 
ncic Imcraktioncn cntsprcchen 60 100% der Witd.yp-Interakhon. D,c Wcrte warden ,n Hctc 2-Hybnd-Assays cmniu.lt. 

Palenlanspruche 

, Mi.,c. ,ur Therapie von mcnschlichcn lirkrankungen aul der Basis von Substanzcn. die die Inleraknon von p- 
Catcnin mil Transkriplionst'aktoren und Tumorsupprcssor-Ocnprodukten becinflussen. In „. r ., kl : on von B 

V Miuel ,ur Therap'e von menschlichen lirkrankungen auf <ter Basis von Suhstan/cn. d,e d,c Inleraknon von p 
Catcnin mil Transkriplionslaktorcn und •luniorsupprcssor-Ccnproduklcn hctmnen. von « 

\ Mittcl ,ur Thcrapic von n.enschlichen lirkrankungen aul' der Bas.s von Subslan/.en. d,e d,e Inleraknon von |i 
Catcnin mil Transkriptionsfakloren und Tur.u,rsup P ressor-( lenproduk.en lordenr .•„,,,.„, 
4 Miuci nach Ansprueh . . dadurch gckcnn/cichncl. daB es die Inleraknon von |M alcmn n 1 . 1 ^ ^ 
S. Mmcl nach Ansprueh 1. dadurch gekenn/achnel. daB cs d,e Inleraknon ™ ™ ^l^stw AK 20 

(, Millel nach Ansprueh 1 , dadurch gckenn/cchnel. daB cs d,e [nleraknon von M .a.cn.n .ml AK 15 b/.w. Art 

* g ekcnn,eichnel. daB cs die Inleraklion von p-Calenm mi! Conduclm becinlluBl. 

I Millel nach An^ch I . dadurch"gckcnn,e,chnel. daB cs die Inleraknon von p-Calcn.n „,„ l,C adhenn been- 

flllKt. 



s 



DK 199 09 251 A I 

•, •, . ri^' i /iYMMM>MnskrintionslakU)rcnuml"isscn,unilihrcVarianicnumiMutanii;n. 

rr !«;,! » » « *• *•»*— «- — " u - fc *- te * 

^O^fMTIWMIBmWlOWCWt a,,,!,,,,,™,, 14 '7 v,« l.l-l I l.,l S ™lcr Se- 

ll l>q>li.l in* AiBprarfi 1 "I- hisldien.t aos Jen N Icrill.nalci. All„...»s^.l 14 ./ k 

rr^sss^ i*.-*.—*.^ *.* 

^ i '^;t™Ai;!^« 5 1 iK^..h i; „< *. n A «.» -» n,M **-r * 

rS35S!EK^ '4. „«,„„„ ^—hw. ,.»» - _ A,.,in™urc„ in, AM..,. «„n 5 «*— 

***** 

dcr Stability mcxiifiziert werden (Pcptidomimetics). H .«lnrrh Pckcnn/cichnct daB ihr Kohlen- 

uiaKAnlagc. unuic u u hi ('onductin oder li-Cadhenn umlasscn. 

spe/.ifischen Interaktionsdomanen v.u LhV-h IU -4, AK . R nis 47() und/odcr A ig 

-U Peptide und Bindungsrcgionen von p-Catcmn nach Anspruch J), die den licrccn 

469 sowie l'rag.nenle davon umlasscn (I*V-im.V-Bindung*«cllc) 

22. K^ninMutan.cn nach Anspruch 20 mil dcr Mutation II.s 470 ^46. 

23. Peptide un<i Bindungsrcgionen von B-Caienin. d,e den Bcretch von Irp 383 sowe 1 ragmcnto 
(APC-Bindungssicllc,2()Aiiiinosaurc-Rcpcat). 

24. P-Carcnin Mutanten naeh Anspruch 2(1 milder Mutation lrp383. _ 
Peptide und Bindungsrcgionen von |Wiaenin nach Anspruch 20, d,c den Bunch von /vrg 

menle davon umfassen (AW-Bindungsstcllc. 15 Annnosaure-Repeal). 

% ^x^^^^ m ^ - - — - - - - 

f^Su^v^ Substan.cn. die durch Peptidotnhnetics oder Non-Pcptidonnnietics aus den Anspnichen 
?! tZZZl SSjide und ahnhcher Moiekaic nach Anspruch 20 28 zum Au^au von Mittcln ,ur Behand- 
lung von Tumorcn, CJcwcbc und Organschaden, /.. B von HaarausUUl . yon Substanzcn , die 

3l\crwendung dcr Peptide und ahnlicher Molckule nac h Anspruch ? ( ^ ^^^ herin hemmen (xlcr 
hochspe/.ilisch cine <ter Interaktionen von ft-< .atcmn mil T >Kl ( 1 , AW , C onductin 

p Wendung der Peptide und Uhnlichcr Molckule nach Anspruch 20 28, die die Intension von p^uenin mit 

"HI 'ISA ,ur Durchmusterung von Subs,an,bihlio,hcken, auf Kon.ponenten hin. die die Intension von 0-Catc- 

T; H ISA 35 e^ltend Pepnde und Mutanten sow.c ahn.ichc Module ^ en Anspruchen 

f 15 20 28 /ur IdenUli/ierung von Subslan/^n ,ur Tumor.herapic, Gewcbe- und OrganrcgcncraUon. 
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